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研究成果の概要（和文）：本研究では，光学顕微鏡と電子顕微鏡を相関的に用いるアプローチにより膜内粒子を同定し
，その局在，分子配置，および環境変化に応じたそれらの制御を明らかにすることを目指した．主要な対象として，内
膜の極で巨大クラスターを形成する走化性受容体，内膜と外膜を貫く異物排出トランスポーター複合体を選定した．そ
の結果，走化性受容体の局在・膜内動態，走化性受容体クラスターの構造とその制御について，解析系を開発し，重要
な知見を得た．また，走化性受容体発現による細胞膜構造の変化，異物排出トランスポーター複合体由来の細胞表層構
造に関して電子顕微鏡解析を行い，手法の改良を行った．
研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at identifying intra-membrane particles of Escherichia 
coli and characterizing their localization, arrangement and their regulation in response to environmental 
changes. We focused on chemoreceptors, which form a huge cluster at a pole of the inner membrane, and 
xenobiotic efflux complexes, which bridge the inner and the outer membranes. We obtained valuable 
findings concerning localization, membrane dynamics and cluster structure of chemoreceptors using 
improved protocols of fluorescence microscopic observations. Quick-freezing replica and ultra-thin 
section electron microscopic analyses were also carried out to characterize chemoreceptors and xenobiotic 
efflux complexes.
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１．研究開始当初の背景 
 大腸菌は，生命システム全体の働きを分子
レベルで理解するのに適したモデル生物で
ある．しかしその細胞は小さく，細胞生物学
的解析は困難であり，とくに細胞表層系の構
造-機能相関の理解は立ち後れている．大腸菌
の細胞表層は内膜・細胞壁（ペプチドグリカ
ン）を含むペリプラズム空間・外膜の三層か
らなる．このいずれも決して均一ではない．
少なくとも内膜蛋白質のいくつかは，さまざ
まな場所に局在したり，クラスターを形成し
たりする．例えば，走化性受容体は極に局在
する．また，例えば，ある種の異物排出ポン
プは三層全てを貫く蛋白質複合体である．細
胞壁という強固な構造を貫通しているので，
構築後は膜中でほぼ固定され，内膜と外膜を
つなぎ止めると推定される．これらの膜蛋白
質複合体が，正確には膜内のどこにあり，ど
のように振る舞うのか，どのタイミングで形
成・分解されるのか，クラスター内での蛋白
質の配置はどのように制御されているのか
などについては，ほとんどわかっておらず，
手法の開発を含めて，この点を明らかにする
ことが望まれた． 
 また，光学顕微鏡と電子顕微鏡を相関的に
用いるアプローチ（ Correlative Light 
Electron Microscopy, CLEM）には，多くの
関心が集まっていた．Tetra-cysteine (TC) タ
グ（+ ReAsH 標識）や GFP タグによって
対象蛋白質の細胞内動態を蛍光顕微鏡で把
握し，一方，超薄切片試料上でこれら蛍光標
識によるDAB の光酸化反応で形成させた微
小沈着から，対象蛋白質の細胞内局在を電子
顕微鏡像として捉え，両顕微鏡からの情報を
統合して扱えることが示されている[Gaietta 
et al. (2002); Grabenbauer et al. (2005)]．し
かし，実際に電子顕微鏡観察の方も行ってい
る応用例はまだ数少ないうえ，その試料作製
法としては超薄切片に限られている．CLEM 
の電子顕微鏡側試料として超薄切片ではな
く凍結割断レプリカを用いて新たな展開を
図ることは原理的には可能であり，レプリカ
の方が高コントラストかつ高倍率の（見やす
い）細胞像の上で対象蛋白質の存在を明確化
できるはずと予測された．凍結割断レプリカ
による CLEM への挑戦例が未だ実証されて
いない理由は，凍結割断レプリカを実施でき
る実験室が世界的にも希少であることと，こ
の方法に適したGFP タグや TC タグの発現
系がうまく作れていないためと考えられた． 
 そこで，本研究課題では，大腸菌を対象と
して，蛍光顕微鏡観察と凍結割断レプリカ法
を実践してきた研究者どうしが共同研究を
行うことで，難題に挑戦した． 
 
２．研究の目的 
 われわれは，緑色蛍光蛋白質(GFP) で標識
した走化性受容体が，合成後菌体側面に出現
し，やがて極へ移動することを見出していた．
また，この解析の過程で蛋白質膜挿入装置
（Sec 複合体）がらせん状に配列しているこ
とを発見した．一方，凍結割断レプリカ法を
用いた電子顕微鏡観察により，内膜に格子状
配列構造やクレバス状の切れ込み（らせん
形），内膜と外膜を橋渡しするロッド状の構
造体を見出していた． 
 以上の予備的結果を踏まえ，本研究では，
光学顕微鏡と電子顕微鏡を相関的に用いる
アプローチにより膜内粒子を同定し，その局
在，分子配置，および環境変化に応じたそれ
らの制御を明らかにすることを目指した．主
要な対象として，内膜の極で巨大クラスター
を形成する走化性受容体，内膜と外膜を貫く
異物排出ポンプを選定した．これらは，研究
代表者が解析してきた実績もあり，周辺情報
も豊富なためである． 
 
３．研究の方法 
 大腸菌の膜蛋白質のうち，内膜の極で巨大
クラスターを形成する走化性受容体，内膜と
外膜を貫く異物排出ポンプに焦点を当てる．
それぞれの蛋白質に tetra-cysteine (TC) タ
グを付加し，TC 配列に共有結合すると赤色
蛍光を発する ReAsH により標識する．これ
を落射型および全反射蛍光顕微鏡により観
察し，局在・動態を解析する．これと並行し
て，凍結割断レプリカ法を用いてさまざまな
変異株の膜内粒子の電子顕微鏡観察を行う．
蛍光顕微鏡観察のできたReAsH 標識蛋白質
については，DAB 光酸化反応により微少沈
着を形成させて電子顕微鏡観察を行い，膜内
粒子の同定，その分子配置の解析を行う． 
 
(1) 走化性受容体の ReAsH による標識法の
確立：まず，TC 配列導入走化性受容体を構
築し，FlAsH, ReAsH（TC 配列に結合する
と赤色蛍光を発する）を反応させ，落射型蛍
光顕微鏡により GFP 融合体と比較しながら
局在を観察した．標識効率等を最適化するた
めの条件検討も行った．さらに，TC 配列導
入受容体を厳密に発現誘導できる系も構築
した． 
 
(2)GFP融合およびReAsH標識走化性受容体
の TIRFMによる観察：GFP融合受容体を発
現させ，１細胞を連続的に観察することによ
り，誘導後の蛍光の挙動を追った．また，極
への移動および滞在の過程を高時間分解
能・高空間分解能でリアルタイム解析するた
め，全反射蛍光顕微鏡を用いたイメージング
も行った．また，TC 配列導入受容体を発現
させ FlAsH, ReAsH で標識後連続に連続観
察することも試みた． 
 
(3) 内膜-ペリプラズム空間-外膜を貫く異物
排出ポンプの ReAsH による標識：外膜チャ
ネルTorCおよび内膜トランスポーターAcrB
に TC配列導入し，ReAsHで標識した．標識
できれば，落射型および全反射蛍光顕微鏡に
よる観察を行った． 
 
(4) 凍結割断レプリカ法による観察：走化性
受容体欠失株と高発現株，外膜チャネル TorC
欠失株と高発現株を用いて，凍結割断レプリ
カ法による試料を調製し，電子顕微鏡観察を
行った．比較のために，超薄切片試料も調製
し，電子顕微鏡観察を行った． 
 
４．研究成果 
 大腸菌内膜で巨大クラスターを形成する
走化性受容体，内膜と外膜を貫く異物排出ト
ランスポーター複合体に焦点を当てた解析
を行い，以下の結果を得た． 
 
(1) 走化性受容体の局在・膜内動態：まず，
走化性受容体 Tar と GFPの融合蛋白質を染
色体上から発現する菌株を構築し，落射型蛍
光顕微鏡観察を行った．同じ融合蛋白質をプ
ラスミドから発現させた場合に比べ，免疫電
子顕微鏡・間接蛍光抗体法などの結果とよく
一致する局在を示した．これを，全反射型蛍
光顕微鏡で観察し，受容体膜内動態を解析で
きる系を構築した．この株に変異を導入する
ことにより，Che 蛋白質の影響を解析した．
その結果，受容体が内膜の細胞側面領域に挿
入された後，徐々に大きなクラスターを形成
し，極へと移行することが示唆された． 
 また，TC配列導入受容体TarにFlAsH（TC
配列に結合すると緑色蛍光を発する）および
ReAsH（TC 配列に結合すると赤色蛍光を発
する）を反応させ，落射型蛍光顕微鏡により
局在を観察した．GFP融合体よりコンパクト
なクラスターが観察できるようになった．電
子顕微鏡観察のために DAB 標識を行ったが，
成功しなかった． 
 
(2)走化性受容体クラスターの構造とその制
御：全走化性受容体遺伝子欠失株に Cys置換
変異受容体 Tar と Tsr を発現させ，Tar-Tsr
間架橋形成を検出する系を確立した．この結
果，異種受容体が混合クラスターを形成す
ること，リガンド存在下で異種受容体どう
しの配置が変化することが示唆された． 
 
(3) 走化性受容体発現による細胞膜構造の変
化：Tar, Tar-GFP, Tar-TCを全受容体遺伝子
欠失大腸菌株に発現させ，凍結割断レプリカ
法により内膜の微細形態を観察した．より詳
細な解析の結果，Tar の局在場所と無粒子領
域には直接の相関が見られなかった． 
 
(4) 異物排出トランスポーター複合体由来の
細胞表層構造：内膜と外膜を貫く構造体とし
て異物排出トランスポーターと外膜チャネ
ル TolC の複合体の検出を試みた．具体的に
は，tolC欠失株と相補株から，凍結割断レプ
リカおよび超薄切片試料を調製し，電子顕微
鏡で観察した．しかし，両株間ではっきりと
した構造の違いはみられず，TolC由来構造を
見出すには至らなかった． 
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